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@ Expression d'un antigene speciflque de tumeur par un virus vecteur recombinant et utilisation de celul-ci pour ie 
treitement preventlf ou curatif de la tumeur correspondante. 

(§) La present invention concerne un virus recombinant 
caracterise en ce qu'il comporte tout ou partie de la sfequence 
d'un antigene specifique d'une tumeur et qu'il est utilise a titre 
preventif ou curatif, pour provoquer ie rejet de la tumeur 
correspondante. chez Thomme ou chez l animal. 
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(.'administration d'antlcorps ^^S^TlSm!! de certains cas cliniques (4). 
donne des resultats '^^f^^^^^S^ immunitaires propres de Photo centre les 
Par ailleurs, on peut aussi tenter de stimuler les repon ce llules exprimant I antigene T lU ^f ^ 

anSneTx cecl suivant differentes approches comme I ™™™™™ M \e des immunoglobulines anti-T 
^Suction d'anticorps anti-ldio^piques iimitees par .a quanttte d anflgene 

SenSants d'histocompatibilite de I'hSte (11). je importante de celuWci par un 

. SSon de rongeurs avec des cellules tranformees pa tuees , perm ^ d6mo nstration de 

Snocl a«on d'epreuve avec des cellules *r°^ eS '^^XuVet de leur relation avec les antigenes T 
ten^ence tfantigenes de transplantation specflques n'a pas encore ete dairement 

preciser leurs r6les et leurs potentiels respecttfe. ^expression d'antigenes gangers a d6]i 

^utilisation du virus de la vaccine comme ^cteur decK>n age ex h neter0 | 0 g U es ou de parasites on 
6te"dterite ?18-19). Des virus recombinants expnman .des ^J*^ 1 ™ (voir reV ue dans la reference 20). 
etluSstepourlmmuniser des animaux contre 

40 cellulaire (25.26). ..utilisation d'un virus comme vecteur ^expression d'une sequence d AUN 

La Drfesente invent on conceme I utilisation ouii vii u= tumeur, appe ee antigene T. 

coSm iur la region essentlelle ^^^^ 

Par orotLespfeciflqued'une tumeur on entendun an^genes^^^ 4 des ^ tume ur. 

tiLTadultes normaux ou un antigene code par un ^^SSaa la s6que nce proteique capable 

Le vfus comporterarensemble des elements "ecessaires a 1 express.o ^ ^ ^ ttnse „ 
50 supenLres. en'particulier "comport- un f^^^SSSSS^mm codante T sena^ans un 
par exemple celui de la prote.ne de ^KdXensemow p de lathymldtne kinas e (TK). ce qu. 

ass ssbsss «ssrs-. - » — ■ — — 1 7 

rihta IdM degres de purification plus ou mo.ns P°^ses preventives ou curatives des 
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inocule & I'homme ou a Panimal. 

Dans un second mode de mise en oeuvre de la pr6sente invention, une preparation pharmaceutique 
comprenant des extraits de cellules infectees par le virus recombinant ou Pantigene T completement purifie & 
partir de ces extraits ou encore le virus recombinant lui-meme, tue, presentant 6 sa surface les molecules 
d'antigene T, est injectee & I'homme ou a Panimal. 5 

Les compositions pharmaceutiques seion la presente invention seront utilisees de pref6rence sous forme 
injectable, a Phomme ou a Panimal. 

Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre preparees selon des procedes connus dans le domaine des 
vaccins et du conditionnement des proteines. 

Les doses applicabies pourront varier dans une large gamme et seront fonction, notamment, de la tumeur A w 
prevenir ou a traiter, de Petat du patient et d'autre parametres qui seront evalues par le praticien. 

La presente Invention concerne egalement les anticorps dresses contre Pantigene T ou la region importante 
de celui-ci et I'utilisation, a titre d'agent diagnostic de ces anti corps ou de Pantigene T lui-meme, ces 
molecules pouvant etre marquees ou non, selon des procedes connus de I'homme de metier. 

Les exemples suivants illustrent le concept sur lequel repose Pinvention, dans un modele animal constitue 75 
de cellules tumorales de rat et d'un antigene T code par le virus du polyome, PY, responsable de la 
tumorigenisation mais il est evident que des resultats semblables pourraient 6tre obtenus avec tout autre 
antigene specifique de tumeur et absent des tissus adultes normaux, et que Putiiisation de ces differents 
antigenes T f ait egalement partie de Pinvention. 

Parmi les autres antigenes T qui peuvent servir de cible au procede selon la presente invention, on peut citer 20 
les antigenes specifiques du carcinome colorectal, du melanome, du cancer du rein, du neuroblastoma, du 
carcinome de la vessie, du carcinome mammaire. des lymphomes et des adenomes des glandes endocrines. 

Les antigenes tumoraux servant de cible a ia presente invention peuvent §tre des composants de Phdte 
dont ('expression est alteree dans le tissu tumoral ou, plus generalement, des antigenes codes par des virus 
responsables de la transformation des cellules en cellules cancereuses, en particulier des retrovirus ou des . 25 
Papovavirus comme tes paplliomes et les polyomas. 

Exemple 1 Construction de 3 virus recombinants de la vaccine exprimant chacun Pun des antigenes T du virus 
PY. 

La figure 1 (modifiee d'apres la reference 17) montre la structure de la region precoce de PADN du PY et met 30 
en evidence ies 3 genes LT, MT et ST qui se chevauchent et, en particulier, la partie correspondant & la region 
N-terminale qui leur est commune. Le site d'lnitiation de transcription, dans le PY, est indique par TATA et les 
signaux d'initiation et de terminaison de traduction sont notes respectivement ATG et TGA. La position des 
introns est indiquee ainsi que celle des sites de polyadenylation. 

Les sequences codantes des 3 antigenes T du virus PY ont deja ete donees apres avoir ete debarrassees 35 
de leurs introns par excision In vitro (27-28), pour donner les plasmides pPY-LT1 , pPY-MT1 , pPY-ST1 (28). Ces 
sequences codantes ont ete recuperees par digestion Bgll & une extremite et Hindll pour LT, EcoRI pour MT et 
Pyull pour ST, a Pautre extremite. L'extremite Bgll a 6te rendue compatible avec un site BamHI par un. 
adaptateur synthetique simple brin (42) : 

5'-d.GATCTGG-3' 40 
Les 3 segments d'ADN ainsi traites ont ete introduits dans le vecteur pTG186-EcoRI et BamHl-Smal (figure 2). 
Le vecteur pTG186 poly resulte de Pinsertion du polylinker de M13TG131 (41) qui apporte plusieurs sites de 
restriction dans ie vecteur pTG1H-TK-7,5 K (29), en aval du promoteur du gene 7,5 K du virus de la vaccine, 
lui-meme insere dans le gene TK de la vaccine. Les 3 sequences codantes des antigenes T et leurs signaux 
d'initiation et de terminaison de traduction respectifs ont done ete inseres dans un gene non essentiel du virus 45 
de la vaccine, apres avoir ete places en aval d'un promoteur du virus de la vaccine. A la suite d'une double 
recombinaison, dans ies cellules infectees par le virus sauvage et transferees par ie plasmide recombinant, . 
comme cela a deja ete decrit precedemment (29), la sequence codante de Pantigene T se retrouve integree 
dans le genome du virus de la vaccine. Les virus recombinants, portant le gene 6tranger, sont selectionnes 
pour leur caractere TK-, par multiplication sur cellules 143B, TK-, en presence de 5-bromo-deoxyuridine. 50 

Les virus recombinants ayant integr6 les sequences codantes des antigenes T ont ete identifies par 
"Southern blot" et 3 virus representatifs ont ete retenus : W.PY.LT-H, W.PY.MT-I, W.PY.ST-J. 

Exemple 2 Etude in vitro des proprietes des antigenes T synthetises par les virus recomblnantes W-PY. 

Les 3 antigenes T exprimes par les virus de la vaccine recombinants sont reconnus par des anticorps 55 
dresses contre Pantigene T du PY natif. 

' La localisation intracellular des antigenes a ete etudiee a Paide d'anticorps fluorescents : des cellules de 
hamster (BHK21) semi-confluentes ont ete infect6es separement avec les 3 types de virus recombinants 
W.PY.T (0,1 ufp/cellule ; incubation pendant une nuit) ; les antigenes T ont ete revel6s, dans les cellules fixees 
A Pacetone (a 80 Q/o), par application sequentielle d 'antiserum de rat hyperimmun, anti-T (RAF n<>4, CNRS-Nice 60 
(43); 1/50 en PBS + 1 % serumalbumine bovine), puis d'anticorps anti-rat, fluorescents (immunoglobullnes 
de chevre, fournies par Miles, 1/100 en PBS + 1 °/o serumalbumine bovine). Les 2 anticorps sont adsorb6s 
chacun pendant 20 minutes a 37° C puis les cellules sont iavees pour eliminer les anticorps non fix6s. La 
figure 3 montre Pimmunofluorescence des cellules infectees avec W.PY.LT (A), W.PY.MT (B), W.PY.ST (C) 
et non infectees (D). 65 
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Tableau I 


Re jet des tumeurs par les rats inocul^s par voie 
sous-cutan£e ayec les recombinants W.PY.T 




Virus 
vaccinal 




Nombre d 1 animaux reietant la tumeur/ 
Nombre total inocull 


5 




Temps apr&s 
le challenge 


: 18 jours 21 jours 27 jours 35 jours 


10 






0/4 0/4 0/4 0/4 




VV.PY.ST 




0/7 0/7 0/7 0/7 


15 


VV.PY.MT 




0/10 1/10 3/10 6/10 




VV.PY.LT 




0/10 0/10 2/10 5/10 


20 


VV.PY.LT 
+ VV . PY . MT 
+VV.PY.ST 




2/4 2/4 1/4 1/4* 


25 



Note : * 1 animal n'a pas developpe de tumeur detectable jus- 

qu'au 35£me jour apres le challenge. 30 



Les animaux ont ete sacrifies apres 42 jours et leurs serums ont ete analyses (Tableau II). Tous les animaux 
vaccines presentent des tltres d'anticorps eleves contre le virus de la vaccine et contre les cellules 
transformees par PY, qu'ils aient fete ou non capables de rejeter les tumeurs. 

II semble done que le rejet des tumeurs ne puisse pas fetre attribue aux anticorps circulants mais necessite 
ia participation d'un autre mecanisme immunitaire. 
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Tableau II 



Virus 
vaccinal 



Titres d'anticorps des animaux vaccines et chal- 
lenges, sacrifies apres 42 jours. 



10 



15 



20 



W.PY.ST 



W.PY.MT 



30 VV.PY.LT 



Diametre de 
la tumeur 
(en mm) 



15 
20 
15 
5 

15 
10 
15 
20 



10 



Titre en anticorps* contre 
la vaccine les cellules trans- 

la vaccine formees par P Y 

(moyenne) (moyenne) 



35 



40 



45 



50 



55 



VV.PY.LT 

+W.PY.MT 

+W.PY.ST 



14 



15 
3 
8 



1.8 
6.9 
15.9 
6.7 

253 
220 
218 
203 

227 
258 
266 
222 

226 
226 
227 
295 

180 
300 
252 
255 



(7.9) 



(224) 



(243) 



(243) 



(247) 



13.7 
10.2 
7.3 
18.0 

56.5 
26.1 
31.6 
33.8 

35.9 
32.6 
28.4 
25.9 

11.8 
21.2 
30.9 
87.8 

16.0 
23.4 
33.9 
17.9 



(12.3) 



(37.0) 



(30.7) 



(37.9) 



(22.8) 



• Les anticorps sent tHres en microbes ^^j^S^S^^^ 
suspend de ce.lu.es PYT-21 (10* cellules .dans ^ (Amerf ^ 

d'lgG de mouton. anti-rat. marquees a la b.ot ne l^™^ P , mesuree avec U n lecteur de plaques 

puis de react* EUV.AR9(Paste^ implication de la derate ogque 

" Une au tre voie d'inoculation du virus yacc nah » **«SKnt ete vaccines par vole Intradermique. par 

Des groupes de rats femel.es (Fischer * ^" 8 ^S5tfunrtockft2.10»ulp/mn. 

scarfficltionde la base de la queue au^ . ,.. nocu|ation d . 6preU ve. par 

Les resultats sont presentes dans le tableau III. 
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Tableau III Rejet des tumeurs par les rats inocules par voie 
intradermique avec les recombinants W.PY.T. 



Virus 
vaccinal 




Nombre d 1 animaux rejetant la tumeur/ 
Nombre total inocule 




Temps apr4s 
le challenge 


: 22 jours 


29 jours 


39 jours 






0/4 


0/4 


0/4 


VV.PY.ST 




0/4 


0/4 


0/4 


W.PY.MT 




2/8 


7/8 


8/8 


VV.PY.LT 




0/8 


0/8 


5/8 



10 



15 



20 



Exemple 5 Traitement des animaux porteurs de tumeur avec les virus recombinants W.PY.T. 

L'administration des virus recombinants a ete tentee comme traitement curatlf des tumeurs. 

1 0 rats inocules avec des cellules transformees par PY et ayant developpe une tumeur ont et6 inocules avec 
ie recombinant W.PY.LT apres 12 et 16 jours ; la tumeur mesurait 2 a 3 mm au moment de la premiere 
inoculation. 

Chez tous les animaux la tumeur a continue a croTtre jusqu'a atteindre un diametre de 15 mm. Chez 2 
animaux la tumeur a ensuite regress^ de maniere significative (observation au jour 35) puis a ete totalement 
elimin§e. 

Un resultat semblable n'a ete observe ni avec W.PY.MT ni avec W.PY.ST ce qui indique des differences 
d'immunogenicite entre les 3 esp6ces d 'antigene T. 

Dep6t de souche representative de ^invention. 

Le plasmide vecteur dans lequei toute sequence codante d'un antigene T peut §tre int6gree pour §tre 
ensuite recombinee dans le virus de la vaccine a et6 depose a la Collection Nationale de Cultures des 
Microorganismes sous le no| 458, le 20 juin 1985. 

Ce plasmide de E. coii derive du pML2 comprend une origine de replication dans' E. coll, le gene de (a 
fi-lactamase, le gene TK de la vaccine, interrompu par le promoteur 7,5 K de la vaccine et une sequence 
codante etrangere (sequence de l'IL2 humaine), qui peut dtre echangee avec la sequence codante d'un 
antigene T. 
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cellules selon la revendication 1 2 et que Ton recupere ladite proteine a partir des extraits cellulaires. 

14. Proteine specifique de tumeur obtenue par la mise en oeuvre du procede selon la revendication 13. 

15. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient a titre de principe actrf, curatif ou 
preventif, au moins une proteine specifique de tumeur selon la revendication 14. . . 

. 16. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comporte a titre de principe actif, curatlf ou 5 
preventif, un virus selon Tune des revendications 1 a 11 et un support pharmaceutiquement acceptable. 

17. Composition pharmaceutique selon la revendication 16 caracterisee en ce que le virus est vivant ou 
tue. 

18. Composition pharmaceutique selon Tune des revendication 15 a 18 caracterisee en ce qu'elle 
comporte un support pharmaceutiquement acceptable permettant son administration par injection, a 10 
rhomme ou a Panimal. 

19. Anticorps dresses centre une proteine specifique de tumeur selon la revendication 14 ou contre un 
virus selon Tune des revendications 1 a 11 , exprimant ladite proteine. 

20. A titre d'agent diagnostic, un antigene proteique selon la revendication 14 ou un anticorps selon ia 
revendication 19, marques ounon. 15 
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